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Biofortuna SSPGo HLA Wipe Test sa pouZiva na monitorovanie laboratérnych priestorov a vybavenia na
kontaminaciu PCR amplikdnmi, ktora méze vzniknut pri pouziti produktov Biofortuna SSPGo.

PCR je senzitivna technika, ktora je nachylnd na kontamindciu DNA amplikbnom z predchadzajicej PCR.
Kontaminacia méze viest k falosne pozitivnej amplifikacii v nasledujdcich PCR, ¢oho nasledkom mdéze byt nespravna
genotypizacia. PCR amplikon moéze kontaminovat reagencie a vzorky, a tiez laboratérne vybavenie, ako napriklad
pipety. Znamky kontamindcie reagencii a vybavenia je potrebné pravidelne monitorovat.

Kazdy SSPGo HLA Wipe Test sa skladd zo stripu s 6smimi PCR jamkami obsahujucimi lyofilizovany PCR pufer,
polymerdzu a priméry Specifické pre HLA-DRA gén, ktorého produktom je amplikdn s velkostou 187 bp z ludskej
genomickej DNA. KedZe vsetky supravy firmy Biofortuna vyuZivaju ako internd kontrolu DRA amplikdn, akakolvek
kontaminacia spdsobena pouzitim kitov Biofortuna SSPGo bude mat amplifikaciu DRA génu a bude detegovana
primérmi wipe testu.

Kazdy strip s 6smimi jamkami otestuje na kontaminaciu maximalne tri testované zény. Kazdy strip obsahuje pozitivnhu
a negativnu kontrolnu reakciu, ako aj kontrolné inhibi¢né reakcie pre kaZdu testovanu zénu. Pri testovani na
kontamindciu sa miesto najprv otrie vatovou tycinkou a ta sa namoci do vody. Voda sa pouZije ako templat wipe
testu a ako zmes 50 : 50 s genomickou DNA ako inhibi¢ny test PCR.

Odporuca sa robit testy na kontaminéciu pravidelne. Medzi zvy€ajne testované miesta by mali patrit: oblasti pripravy
DNA, PCR a oblast po amplifikacii. Medzi zvy€ajne testované vybavenie by mali patrit: pracovné pulty, pipety,
centrifagy, rdcky na chladnicke a mraznicke, klucky na dverach a stojany. Medzi zvycajne testované roztoky by mali
patrit: pufre na pripravu DNA a roztoky na riedenie DNA. Reagencie pouZivané spolo¢ne na viacero Ucelov, ako napr.
PCR pufre a Tag polymeraza su obzvlast nachylné na kontamindaciu, ale nemaju vplyv na sipravy Biofortuna, pretoze
tie s doddvané ako celok a vyZaduju len pridanie DNA.

e 12 stripov kazdy s 8 PCR jamkami a kazda jamka obsahuje 10 pl dopredu nadavkovanych lyofilizovanych
primérov, polymerazu, dNTP* a pufer. Kazdy vo félii zabaleny strip je uréeny na testovanie troch zén na
kontamindciu. Format stripu s dsmimi reakciami je uvedeny nizsie.

Reakcia Farbivo | PouZitie
1 Pozitivna kontrola: DNA
2 Fialové | Negativna kontrola: voda pouzita na namocenie vatovej tycinky
3 Modré | Zéna 1 inhibi¢ny test: 50 % DNA, 50 % voda z wipe testu
4 Fialové | Zona 1 wipe test
5 Modré | Zéna 2 inhibi¢ny test: 50 % DNA, 50 % voda z wipe testu
6 Fialové | Zona 2 wipe test
7 Modré | Zéna 3 inhibi¢ny test: 50 % DNA, 50 % voda z wipe testu
8 Fialové | Zona 3 wipe test

e 36 sterilnych vatovych tyciniek

e 12 x8 PCR uzavery

1 x navod na poutzitie

1 x Sarzovy certifikat vydany vyrobcom (Certificate of Analysis)

e Karty bezpecnostnych (dajov (MSDS) moino ziskat z webovej stranky spolo¢nosti Biofortuna
www.biofortuna.com. Ak nemate moznost ziskat ich z webovej stranky, kontaktujte prosim distributora.

*CleanAmp™ dNTP podliehaju licencii spolo¢nosti Trilink Biotechnologies Inc so zvolenim na poufZitie v produktoch
Biofortuna SSPGo.
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Vhodné pipety a sterilné Spicky, napr. pipeta P10 s 10ul filtraénymi Spickami.

Ludska genomicka DNA s koncentraciou 5 — 10 ng/ul, ktora bude pouzita ako pozitivna kontrola.
Suprava/vybavenie na izolaciu DNA.

UV spektrofotometer.

2ml polypropylénové skimavky.

Sterilna voda s pre molekularno-biologické aplikacie.

Termocyklér s 96 jamkami a vyhrievanym vekom. Platnicky a skimavky PCR pouzité v kitoch spolo¢nosti
Biofortuna boli validované pre pouZitie s vda¢Sinou termocyklérov na trhu, vratane termocyklérov MJ Research
PTC-100, PTC-200, Hybaid MBS a Techne TC-512. Iné modely mdzu vyzadovat dalsSiu validaciu uzivatelom.
Reagencie pre gélovu elektroforézu (agardza, 0,5x TBE pufer, 1 000bp DNA marker molekulovej hmotnosti,
roztok etidiumbromidu 10 mg/ml).

Vybavenie pre gélovl elektroforézu (gélova aparatura, sietovy zdroj, dokumentaény systém pre gél s UV
transilumindtorom).

Testy musi vykonavat iba naleZite vyskoleny personal.

So vietkymi vzorkami zaobchadzajte v sulade so zasadami Spravnej laboratérnej praxe.

Oblasti, kde sa vykonava postup pred a po PCR musia byt oddelené. Ziadny material pouzivany po PCR
nevnasajte spat do oblasti pred PCR.

Varovanie tykajuce sa biologického rizika: So vSetkymi produktmi krvného povodu zaobchdadzajte ako
s potencidlne infekénymi.

Varovanie tykajuce sa biologického rizika: Etidiumbromid je potencialny karcinogén. Pri jeho pouziti vidy noste
ochranné rukavice, laboratdrny plast a ochranné okuliare.

Varovanie tykajuce sa biologického rizika: Budte opatrni pri pouZivani zdrojov UV Ziarenia - noste vidy
ochranné rukavice, laboratérny plast a ochranné okuliare. Nikdy sa nepozerajte priamo do zdroja UV svetla.
Karty bezpecnostnych udajov su k dispozicii na webovej stranke www.biofortuna.com.

Kity Biofortuna SSPGo skladujte pri teplote 4 — 30 °C. Hned' po vybrati PCR jamiek z obalu je potrebné reagencie
rehydratovat pomocou vzorky do 3 hodin. Datum exspiracie je uvedeny na obale. Po ddtume uvedenom na obale
produkt nepouzivajte.

NepouZivajte supravy, ktorych féliovy obal je natrhnuty alebo prepichnuty.

Zaistite, aby boli PCR jamky po nadavkovani DNA tesne uzavreté, pretoze by mohlo ddjst k vyparovaniu poc¢as PCR
amplifikacie. Zvlastnu pozornost venujte okrajom a rohom.
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Poznamka:

PCR pipety su ¢astym zdrojom kontamindacie a je vhodné otriet Spicku pipety vo vnutri nddoby, ak je to mozné.
Odporuca sa pri testoch kontaminacie pouzivat pipetu, ktora bola testovana a prehlasend za negativnu. Ak zistite
kontamindciu, odstrante ju podla pokynov pre odstranenie kontamindcie platnych vo vasom laboratdriu a zény
otestujte znovu.

1. Na mieste, kde sa nepracuje s DNA, oznacte etiketou kazdu 2ml DNase-free sterilnu polypropylénovu skimavku
pre kazdu zénu uréenu na testovanie wipe testom. Oznacte dalSiu skimavku ako negativnu kontrolu.

2. Pipetou, ktora bola prehlasena za nekontaminovanu, pridajte 500 pl sterilnej destilovanej vody pre molekularno-

biologické aplikacie do kazdej 2ml skimavky.

Navlhcite sterilnu vatovu tycinku, ktord je doddvana v suprave, v kazdej skimavke pre wipe test.

Otrite testovanu zénu navlhéenym aplikdtorom.

Odlomte alebo odstrihnite plastovu noZicku a aplikator vloZte do pévodnej 2ml skimavky s vodou.

Kratko vortexujte.

Vyberte vatovy aplikator sterilnou pinzetou a zlikvidujte ho.

Centrifugujte v mikrocentrifidge 1 mindtu pri 10 000 — 13 000 rpm, aby sa odstranili pevné castice.

. Otvorte foliovy obal testu. VSetky testy je potrebné rehydratovat pouZitim celkovo 10 ul tekutiny (Obrazok 1).

10 Negativna kontrola: Pridajte 10 ul sterilnej vody pre molekuldrno-biologické aplikacie do negativnej kontroly
v reakcii 2 (fialova).

11.Pridajte 5 ul sterilnej vody do reakcii 1, 4, 6, 8.

12.Pozitivna kontrola: Pridajte 5 pl ludskej genomickej DNA s koncentraciou 10 ng/ul do reakcie 1 (¢ervena reakcia)
a reakcii 3, 5a 7 (modré).

13.Reakcie wipe testu: Pridajte 5 pul centrifugovanej tekutiny (voda z wipe testu) z testovanej zény 1 do reakcii 3 a 4,
z testovanej zény 2 do reakcii 5 a 6, a z testovanej zény 3 do reakcii 7 a 8.

14.Vsetky reakcie maju po rehydratacii objem 10 pl (pozri Obrazok 1). Zatvorte reakcie dodanymi uzdvermi
a pokracujte podla zvy¢ajnych parametrov PCR SSPGo uvedenych nizsie.

©ENO U AW

Obrazok 1.

Reakcia 2 Reakcia 3 Reakcia 4 Reakcia 5
FIALOVA MODRA FIALOVA MODRA
10ul Z6nal Zéna 1l Z6na 2

Reakcia 6
FIALOVA
Zbéna 2
5 ulvoda
z wipe testu

Reakcia 7 Reakcia 8
MODRA FIALOVA
Zéna3 Zbéna3

5 ulvoda 5 ul voda

z wipe testu z wipe testu

Reakcia 1
CERVENA
5 ul sterilnd
voda
5 ul DNA

5 ul voda 5 ul voda 5 ul voda
z wipe testu Z wipe testu z wipe testu
5 ul DNA 5 ul sterilnd 5 ul DNA
voda

sterilna
voda

5 ul sterilnd
voda

5 ul DNA 5 ul sterilnd
voda

| |
Kontrolné testy Wipe testy - 3 oblasti

POZNAMKA K RESUSPENZII: Zaistite, aby zmesi pre PCR reakciu boli resuspendované so vzorkami do 3 hodin od
vybratia platne z obalu.

POZNAMKA TYKAJUCA SA VYSKY PROFILU PLATNICIEK/STRIPOV: Odporuéa sa, aby vyska profilu platni¢iek a stripov
bola zhodn3, ak st umiestnené v rovnakom pristroji pre PCR reakciu. Rozdielne vy3ky profilov m6zu mat za nasledok
nedostatoény kontakt s vyhrievanym vekom pristroja pre PCR reakciu. Vysledkom moéZe byt nedostatoéna
amplifikacia PCR alebo jej zlyhanie.
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Parametre PCR

Pre PCR je potrebné pouzit nasledujice parametre. Uistite sa, Ze rychlost stdpania/klesania je najmenej 1 °C za
sekundu a zapnite vyhrievanie veka. Kompletny navod na pouZitie je uvedeny v uZivatelskej prirucke vyrobcu
termocykléru. Termocykléry musia byt kalibrované podla akredita¢nych pravidiel vydanych organizdciou American
Society of Histocompatibility and Immunogenetic (ASHI) alebo European Federation of Immunogenetics (EFI).

Denaturacia 94 °C po dobu 5 minut

Denaturacia 96 °C po dobu 15 sekind

Aneldcia 66 °C  po dobu 50 sekund 10 cyklov
Elongdcia 72°C po dobu 30 sekund
Denaturacia 96 °C po dobu 15 sekind
Anelacia 64 °C  po dobu 50 sekund 20 cyklov
Elongdcia 72°C po dobu 30 sekund

UDRZIAVAJTE PRI TEPLOTE 15 °C

Gélova elektroforéza

Tieto pokyny aplikujte pri horizontdlnej elektroforéze na agarézovom géle: Pripravte 2% agardzovy gél v 0,5x TBE
pufri. Ked' je gél ochladeny na priblizne 60 °C, pridajte etidiumbromid tak, aby kone¢na koncentracia bola 0,5 pug/ml.
Nalejte gél a vlozte hrebene na vytvorenie mikrotitraénych jamiek (napr. jamiek 12 x 8 s 9mm medzerami). Po
stuhnuti vyberte hrebene a ponorte gél do roztoku 0,5x TBE pufru. Preneste 5 — 10 ul z kazdej reakcie platne alebo
stripu do prislusnej jamky v géle a poznamenaijte si poziciu kazdej reakcie. Na uréenie velkosti méze byt vhodny
100 bp ladder (velkostny marker). Elektroforetickd separaciu nechajte prebiehat 20 minut pri 10 V/cm.

Podrobnosti tykajuce sa Specifického vybavenia su uvedené v ndvode na pouzitie od vyrobcu vasho
elektroforetického systému. Gél je potrebné zobrazit pomocou UV dokumentaéného systému pre gél s UV
transiluminatorom.

C€ 3
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Vysledky pre testované zdny su platné, iba ak je vysledok testovania pozitivnej kontroly pozitivny a vysledok

testovania negativnej kontroly negativny.
Testy z6n su platné, iba ak je vysledok prislusného kontrolného inhibiéného testu pozitivny.

Ak je pritomna kontamindacia PCR alebo kontamindcia DNA, bude pozorovany amplikdn s velkostou 187 bp.
Akékolvek Smuhy alebo prazky réznych velkosti mozu tieZ indikovat kontamindciu PCR, ale diméry primérov a dalSie
nasobky primérov mensie ako 100 bp su artefakty a mali by ste ich ignorovat.

Reakcia | Farbivo | Pouzitie Vysledok Zaver Postup
Pozitivne na Platny test. Vhodna DNA. Spravny
1 Pozitivna | 187bp amplikén | priebeh PCR
kontrola Bez amplifikacie | Neplatny test Zopakujte cely postup s inou
kontrolnou DNA
Pozitivne na Neplatny test. Kontaminovana Otestujte s pouzitim inej vody
) Fialové Negativna | 187bp amplikén | voda a/alebo pipeta a pipety
kontrola Bez amplifikdcie | Platny test. Nekontaminovana
voda
Pozitivne na Platny wipe test. Nie su pritomné
357 Modré Inhibi¢ny | 187bp amplikén | Ziadne inhibitory
T test Bez amplifikacie | Neplatny wipe test. Su pritomné Vycistite oblast sterilnou vodou
potencialne inhibitory a test zopakujte
Pozitivne na Je pritomna kontaminacia Izolujte a vycistite pouZitu pipetu.
187bp amplikdn Vycistite kontaminovanu oblast
46,8 Fialové | Wipe Test roztoko_m pre odstranenie DNA.
Zopakujte test.
Bez amplifikdcie | Negativny wipe test. Bez
kontaminacie

Testovanie metddy: Amplikon PCR z kitu Biofortuna sa susil na pevnom povrchu. Wipe test sa uskutocnil s pouzitim
neriedeného amplikénu a potom s pouZitim riedeni v rozmedzi 1x10' a7 1x10™. Amplikén bol detegovany
v riedeniach do 1x10" (vratane).

Genomicka DNA sa susila na pevhom povrchu. Wipe test sa uskutocnil s pouzitim genomickej DNA s koncentraciou
100 ng/pl a potom s pouzitim riedeni v rozmedzi 1x10" az 1x10"™. DNA bola detegovand v riedeniach do 1x10°.

1) Bunce M et al Tissue Antigens. 1995 Nov;46(5):355-67.
2) Saiki RK et al. Nature. 1986 Nov 13-19;324(6093):163-6.
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Zaznamovy harok pre vzorky Pred pouzitim sa odporuica sa skopirovat tento zaznamovy harok, kedZze Wipe Test Kit
obsahuje testy pre 36 zdn (3 testované zony na strip s 8 jamkami, 12 stripov v baleni).

Datum testu:

Testoval:

Schvalil:

Dalsie informacie:

Cislo sarze kitu:

Reakcia Farbivo | Pouzitie (pozri Pokyny) Vysledok testu Postup Informdcie o vzorke
1 Pozitivna kontrola: DNA
2 Fialové Negativna kontrola: Voda
3 Modré Zbéna 1 inhibic¢ny test
4 Fialové | Zéna 1 wipe test
5 Modré | Zéna 2 inhibi¢ny test:
6 Fialové | Zéna 2 wipe test
7 Modré Zbna 3 inhibicny test
8 Fialové | Zona 3 wipe test

€ 3
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Pocet testov

Pozri ndvod na pouZzitie
Miesto vyroby

Diagnostické pomocky in vitro
Datum exspirdcie

Teplota skladovania

Cislo 3arze

Kataldgové Cislo

Biofortuna Ltd

1 Hawkshead Road

Croft Business Park
Bromborough, CH62 3RJ, UK
T: +44 (0) 151 334 0182

E: info@biofortuna.com

W: www.biofortuna.com

BIOFORTUNA"

SIMPLY DIAGNOSTICS

Frangaise :
Deutsch:
Espafiol:
Italiano:
Cesky:
Dansk:
EAANVIKA:
Magyar:
Norsk:
Polski:
Portugués:
Pyccknit:
Slovensky:
Turkge:
Svenska:

Traductions disponibles
Ubersetzungen verfiigbar
Traducciones disponibles
Traduzioni disponibili
Preklady k dispozici
Tilgengelige oversaettelser
AlaBEoipeg peTadpAoeLg
Forditas rendelkezésre all
Tilgjengelige oversettelser
Ttumaczenia dostepne
Tradugdes disponiveis
MepeBoAbl AOCTYMHbI
Preklady k dispozicii
Ceviriler mevcut
Oversittningar tillgingliga

www.biofortuna.com

Historia revizie

Toto je verzia 2 dokumentu.

Opravené pokyny v oddiele 8 a ¢islovanie oddielov.
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